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PROCEDE ET DISPOSITIF POUR ANALYSE DE MILIEUX REACTIONNELS 
VIVANTS 

La pr^sente invention a pour objet un proc^de et un dispositif pour 
r analyse de milieux r^actionnels comportant une ou plusiexors cellules, ce proced6 et ce 
5 dispositif permettant de r^aliser une analyse automatisee a haut debit. 

Actuellement dans la recherche en biologic, et notatiunent dans le 
domaine pharmaceutique, on cherche a analyser le ph^notype de populations cellulaires, et 
plus particuliferement le proteome, en r6ponse k une ou plusieurs stimulations exercees sxir 
ces populations cellulaires, de fafon a ^valuer I'impact de ces stimulations sur les cellules 
10 axixquelles elles sont appliqu6es. Cette analyse requiert des outils permettant la mise en 
oeuvre de reactions sur des milieux r6actionnels vivants (les populations de cellules) et 
Tanalyse de ces milieux reactionnels dans des conditions telles qu'il n'y ait pas (ou le 
moins possible) de deformation du milieu reactionnel entre ces deux 6tapes, de fa9on a 
limiter la perte ou la transformation de T information. 
15 II existe dans ce domaine de la recherche une exigence croissante en 

termes de d6bit de traitement des 6chantillons. Des molecules de plus en plus nombreuses 
sont disponibles pour etre test^es, des systemes cellulaires de plus en plus varies (tissus, 
r6seaux, cellules) sont disponibles pour etre Studies. 

Le besoin existe done pour des outils d' analyse de milieux reactionnels 
20 vivants, qui permettent une etude de ces milieux reactionnels dot6e de la plus grande 
objectivity possible et d'une vitesse de traitement aussi ^levee que possible. 

La pr6sente invention qui allie la culture de populations de cellules sur 
des supports matriciels et Tanalyse par spectrom^trie de masse permet de r^pondre a cette 
attente. 

25 A rheure actuelle, le criblage ph6notypique se fait essentiellement en 

utilisant des m^thodes colorim^triques, des molecules fluorescentes ou radioactives. Ces 
m^thodes necessitent le marquage de molecules sp6cifiques, qui impose de connaitre a 
priori la (ou les) proteine(s) recherch6e(s). La pr^sente invention ne n^cessite pas de 
connaissances pr^alables sur les modifications attendues des cellxiles suite aux stimuli. 

30 De nombreuses methodes permettent aujourd'hui d'analyser plus ou 

moins directement le ph^notype d'une ou plusieurs cellules avec un d^bit plus ou moins 
rapide. 

Les analyses utilisant directement des cellules ont toutes en commun un 
principe de fonctionnement, mais different sur le signal analyst en sortie, qui repr6sente le 
35 ph6notype : 

- signal optique : fluorescence, luminescence, colorim^trie. 

- Signal radioactif : molecules marquees. 

- Signal eiectrique : 61ectrophysiologie. 
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Ces differentes methodes d' analyse sont g^neralement implement6es 
dans vm format puits de plastique (96 ou 384 puits par plaque) qui necessite encore 
beaucoup de reactifs (0,1 a 0,5ml par puit dans une plaque 96) et ne permet qu*un debit 
modere. 

5 De plus le signal n'est pas directement representatif du phenotype, mais 

n6cessite un ^talonnage souvent complexe. 

D est par ailleurs difficile d' analyser directement les s6cr6tions des 
cellules, sauf par des m6thodes de capture par anticorps. 

L' analyse des differents ph^notypes ne se fait que sur la base d'un seul 

10 parametre, une molecule que I'on connait, dont on veut s' assurer de la presence ou de 
I'absence : on est oblige au depart de savoir quelle molecule est recherch^e. Par exemple, 
lorsque Ton veut 6tudier la presence d'une mol6cule dans la cellule, on doit au depart avoir 
une id6e assez precise des diffdrentes propri6t6s de cette molecule, pour la coupler a un 
anticorps specifique ou rendre la molecule fluorescente. On peut aussi rechercher des 

15 modifications post-traductionnelles des proteines, mais en ciblant xme modification 
particuliere. 

La recherche relative a la limite de vitesse de realisation et de traitement 
de ces differentes m6thodes a conduit au d^veloppement d'un format plus apte a un tres 
haut-debit de manipulation. Le premier exemple d'aboutissement de cette recherche se 
20 retrouve dans les puces a ADN : les ARN messagers exprim^s par une population 
cellulaire (apres stimulation) sont cribl6s sous forme de depots sur un support matriciel, ou 
puce, contenant des fragments d'ADN potentiellement complementaires de cette 
expression. Cette m^thode permet d'appr6cier le niveau d' expression de plusieurs milliers 
de genes sur une puce. 

25 Cependant les r^sultats ne sont souvent pas assez d^monstrateurs pour 

pouvoir se passer d'une 6tude plus fine apr^s une premifere analyse. En effet, cette m^thode 
implique des etapes de traitements des echantillons (recueil et multiplication de la quantite 
d'ARN, PGR inverse) qui eioignent du modele cellulaire consider^. En outre elle ne 
permet d'analyser que le niveau d'expression d'ARN, qui n'est pas directement en rapport 

30 avec la quantity de prot6ines produites, ni avec leurs qualit6s, k cause notanunent de 
modifications post-traductionnelles (6pissage altematif, conformation 3D quatemaire 
modifi^e, phosphorylation, assemblages). 

D'autres puces a mol6cules tentent de palier cet 61oignement, en essayant 
d'analyser directement le niveau d'expression de differentes molecules au sein de la 

35 culture cellulaire. Ainsi diverses molecules ont 6t6 d^pos^es de fagon matricielle sur des 
supports sous le format puce ; ARN, proteines, sucres par exemple. Malheureusement les 
techniques mises en oeuvre ne sont pas v6ritablement fiables, et sont destinies h analyser 
des interactions entre molecules plutot qu'un ph6notype cellulaire. 
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Enfin, meme si le nombre de molecules differentes analys^es sur une 
puce est grand, un choix a dej^ 6t6 fait quant aux molecules que I 'on depose sur le support. 
Cette demarche implique une connaissance a priori des phenotypes recherch^s, qui 
restreint les possibilit6s d' analyses. 

5 En ce qui conceme les puces k cellules, elles ont 6t6 d^crites par Sabatini 

et al Ces puces a cellules fonctionnent de la fa9on suivante : on depose de I'ADN sous 
forme d'une dispersion dans de la gdlatine de fafon matricielle sur une lame de verre. 
Apres sechage, les emplacements comprenant I'ADN sont traites par un agent de 
transfection lipidique puis la plaque est plac6e dans un milieu dans lequel sont r^arties des 

10 cellules. Sur la lame de verre, I'ADN gelatinise est present sous forme solide et la 
transfection se fait en phase semi-solide en liant les molecules adjacentes aux d6p6ts 
d'ADN a des lipides favorisant la penetration de I'ADN dans les cellules adjacentes aux 
d6p6ts d'ADN. On obtient une matrice de cellules transfect^es aux emplacements 
correspondant aux d^pdts d'ADN. Cette methode presente 1' inconvenient d'etre peu 

15 precise et non reproductible. L'accrochage par la gelatine ne permet pas de contrdler le 
decrochage de I'ADN transfecte. II ne pemiet pas non plus d'ameiiorer I'efficacite de la 
transfection. Par ce procede I'expression ou le blocage de I'expression d'une quantite 
suffisante de proteine peut difificilement etre obtenu. Une seule sorte de cellule pent etre 
utilisee pour chaque lame de verre. On ne peut pas, par ce moyen, etudier I'interaction 

20 entre cellules ou I'interaction entre des cellules et des reactifs autres que de I'ADN. 

Par rapport aux methodes d'analyse enumerees ci-dessus, la 
spectrometrie de masse constitue un outil beaucoup plus interessant en terme de relation 
entre le signal detecte et le phenotype ceUulaire (les molecules exprimees par la cellule et 
leurs quantites respectives). EUe permet en effet de mesurer directement la quantite de 

25 proteines presentes dans un echantillon, sans qu'il soit necessaire de modifier I'integrite de 
la molecule (par un marquage de la molecule par exemple). Le principe consiste desorber 
d'un support solide et ioniser des molecules de I'echantillon k analyser. Ensuite le rapport 
masse/charge des particules ainsi creees est recueilli ; il represente la signature de la 
molecule desorbee. 

30 Dans rutilisation qui en est faite en biologie ceUulaire et en proteomique 

actuellement, de nombreux traitements des echantillons sont necessaires (lyse ceUulaire, 
purification des echantillons, introduction d'une matrice pour la spectrometrie MALDI par 
exemple) car la specificite et la precision que permet pour I'instant ^instrumentation 
n'autorisent pas une analyse directe des echantiUons, dont la qualite n'est pas assez 

35 contrdiee. Ces traitements introduisent des biais dans I'analyse, qui n'est plus viaiment 
representative du phenotype ceUulaire. 

De plus r implementation de ces methodes et I'utiiisation de 
I'appareillage existant ne pennettent qu'un trds faible debit de traitement des echantillons. 
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Un nouveau systeme (le SELDI pour « surface enhanced laser desorption • 
ionisation ») permettant d'utiliser la spectrometrie de masse sur des 6chantillons plus ou 
moins complexes se rapprochant \m peu plus du modele cellulaire a 6te d6velopp6 
recemment L'atout de ce systfeme vient de sa capacity a r6aliser une partie des 

5 purifications necessaires a robtention d'une analyse correcte, directement sur le support 
qui rentre dans la machine (adsorption selective et orient^e en surface du support), ce qui 
permet d'ecourter et de simplifier les traitements d'echantillons. 

Ce systfeme est utilise notamment dans la decouverte de marqueur de 
maladie : des echantillons d'une population malade sont analyses par rapport k d'autres 

10 d'une population saine, et les diff&ences sont analysees par un logiciel proprietaire ; cela 
permet d'identifier des marqueurs de la maladie, et done des cibles potentiellement 
int^ressantes. Cette m^thode permet de faire ime analyse^ vraiment globale des 
echantillons : on ne connait pas a priori les molecules qui seront les marqueurs de la 
maladie. 

15 Cependant, des traitements d'6chantillons sont encore necessaires (lyse 

cellulaire, lavages et purifications) pour avoir de bons r^sultats. Par exemple la culture des 
cellules est realisee en dehors du substrat, ce qui implique un biais non contr61e de transfert 
d'echantillons. Par ailleurs, le debit d'analyse est encore faible : les puces utilisables dans 
ce systeme ne peuvent contenir que 16 plots differents a ce jour. 

20 Plusieurs documents concemant la spectrometrie de masse sont relatifs a 

r analyse de milieux reactionnels vivants : 

- Le document US-2002/0 160420 d6crit T analyse par spectrometrie de 
masse d'xm 6chantillon de serum humain ayant subi plusieurs Stapes de purifications. 

- Le document US-2002/0076739 decrit un proc6d6 d'analyse de 
25 prot6ines dans des melanges. Des r^actifs marques sp^cifiques de certains peptides sont 

mis a reagir avec des melanges de prot6ines, les molecules ayant r^agi sont isolees puis 
analys6es par spectrometrie de masse. 

- Le document DE 10038684 decrit un proc6d6 pour identifier des 
microorganismes k I'aide d'un systeme MALDI-TOF-MS, dans lequel le spectre d'un 

30 echantillon d'un microorganisme h identifier est compare a une base de donnees de 
spectres de reference. 

- Le document US-6,531,318 decrit un proc^de d'analyse de tissus 
biologiques, ce procedd comportant une etape de microdissection au moyen d'lm laser, 
cette microdissection permettant de seiectionner des agr6gats de cellules, suivie d'xme 

35 analyse par spectrometrie de masse. 

" Le document WO 00/48004 decrit un dispositif pour Tanalyse de 
materiau cellulaire. Des cellules sont mises en culture, purifiees par des methodes autres 
que la chromatographic, puis injectees dans un spectrometre de masse. 
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Cette methode requiert la manipulation des ^chantillons de culture de 
cellules, notamment la purification est une ^tape de proc^de qui elimine certains 
constituants de l'6chantillon. sans que I'on maitrise parfaitement la selection des 
composants qui sont ^linain6s. 

- Le document WO 02/103360 d6crit une methode d'analyse de prot^ines 
h la surface d'une cellule, cette methode comprend la mise en ruction de la cellule avec 
une substance a sa surface et son analyse par spectrometrie de masse. 

- Le document WO 01/65254 d6crit un proc6d6 pour identifier la 
structure chimique d'une substance pr^sente dans des tissus ou des cellules de diff^rents 
organismes, ce proc6d6 comprenant I'irradiation d'une zone precise d'une coupe de tissu 
vivant ou d'une cellule de fa9on a ioniser la substance et h realiser son spectre de masse et 
I'analyse de ce spectre de fa9on k identifier sa structure. 

- Le document WO 02/101356 d^crit un proc^d^ d'analyse de proteines 
mitochondriales. Les prot6ines constituent la mitochondrie sont s^parees par gel 
d'electrophor^se en 2 dimensions, puis analys6es par spectrometrie de masse. 

- Le document WO 01/84143 d^crit un proc6d6 pour analyser un grand 
nombre de proteines en un temps reduit. Des cellules sont soumises k une stimulation, 
lysees et les ^chantillons divises de fafon a obtenir des lots de quelques centaines de 
proteines puis ces lots sont analyses par spectromarie de masse a I'aide d'une batterie de 
spectromfetres en parallele. 

Les mdthodes d'analyse par spectrometrie de masse de milieux 
rdactionnels vivants comportent tous une ou plusieurs 6tapes de purification et/ou de 
manipulation qui entralnent une perte d'information et/ou elles supposent la recherche de 
molecules bien d6finies tandis que I'un des objectifs de I'invention 6tait I'obtention d'une 
analyse sans contrainte des donnees exprimees par le milieu r^actionnel vivant. 

En outre, ces m6thodes de I'art anterieur, en raison des etapes de 
purification et/ou de manipulation qu' elles comportent, sont peu propices h un traitement 
haut debit 

Par rapport aux techniques de I'art anterieur, le proc^de et le dispositif de 
I'invention pr^sentent de nombreux avantages : 

- possibility de travailler sur un assortiment de cellules varices dispos6es 
sur une mdme puce, 

- mise en parallele de syst^mes cellulaires varies, 

- suppression ou limitation des 6tapes susceptibles de biaiser I'analyse 
(telles que purification, lyse de ceUules, d^placement d'un echantillon d'un milieu k un 
autre), 

- possibility d'analyser un tres grand nombre d'^chantillons en un temps 

reduit. 
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- obtention de donnees non d6foxm6es par rapport aux informations 
dmises par la cellule. 

L'invention a done po\ir objet un proc6d6 d'analyse d'au moins un milieu 
reactionnel comportant au moins une cellule C, ledit proc6de etant caract6rise en ce que : 
5 (i) la cellule C est d6pos6e sur un support S comportant une surface 

sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface ; 

(ii) la surface sensiblement plane du support S sur laquelle a 6t6 d6posee 
la goutte aqueuse contenant la cellule C est eventuellement recouverte par \m film de 
separation F, permettant le passage des gaz et empechant 1 'Evaporation des gouttes 

10 aqueuses d6pos6es sur le support S ; 

(iii) la cellule C est eventuellement soumise a une stimulation ; 

(iv) le milieu reactionnel est pv6par6 et introduit dans le spectrometre de 

masse ; 

(v) le milieu reactioimel est d6sorb6 et ionis6 ; 

15 (vi) le spectre de masse du milieu reactionnel est recueilli et analyst. 

L'invention a egalement pour objet un dispositif permettant Tanalyse 
d'au moins un milieu reactionnel comportant au moins xme cellule C, ce dispositif Etant 
caracterise en ce qu'il comporte : 

- un support S comportant une surface sensiblement plane eventuellement 
20 recouverte d'un film de separation F permettant le passage des gaz et empechant 

Tevaporation des gouttes aqueuses deposees sur le support S, 

- des moyens permettant le ddpdt sur ladite surface, et eventuellement 
sous le film F, de gouttes aqueuses contenant la cellule C, 

- des moyens permettant la dEsorption et Tionisation du milieu 

25 reactionnel, 

- un spectrometre de masse. 

Le dispositif de T invention pent en outre Eventuellement comprendre ime 
enceinte a atmosphere controlee dans laquelle est placEe le support S de fa9on k permettre 
la survie de la cellule C. 

30 La stimulation a laquelle est soumise la cellule C peut etre de diffErentes 

natures. EUe peut consister en : 

- rintroduction d'vm rEactif R, 

- la mise en contact avec une ou plusieurs cellules, 

- un apport d'Energie, 

35 - Tapplication d'un champ electrique ou d'lm champ magnEtique, 

- ime stimulation par traitement optique. 

Plusieurs variantes existent pour T introduction d*un rEactif R dans la 

cellule C : 



wo 2005/008238 



PCT/FR2004/001810 



7 

. Selon une premiere variante, une goutte aqueuse contenant la cellule C 
est d^posee sur le support S, une seconde goutte aqueuse contenant le r^actif R est inject^e, 
k I'aide de tout moyen d'injection approprie, directement dans la goutte contenant la 
cellule C. Une telle variante est illustr6e par la figure 1 . 
5 . Selon une seconde variante, une premidre goutte aqueuse est d6posee 

sur le support S puis une seconde goutte aqueuse est d^posee sur le meme support a 
proximity de la premiere, Tune de ces gouttes contient la cellule C, 1' autre le r^actif R, la 
reaction du reactif R avec la cellule C, et ^ventuellement sa transfection dans la cellule C, 
est declenchee par la fusion des deux gouttes. Le deplacement et la fiision des gouttes 

10 peuvent etre obtenus par vibration au sein du support, par deplacement 61ectrophor6tique 
des gouttes charg^es 61ectriquement ou par des pinces m^caniques ou optiques. II peut 
^galement etre obtenu par une modification des propriet^s de surface du support 
provoqu^es par Tapplication d'un champ 61ectrique, magn6tique , par un traitement 
thermique ou optique appropri6. Une telle variante est illustr6e par la figure 2. 

15 - Selon une troisieme variante, le reactif R est fixe au support S ou au 

film F, la cellule C est depos6e sous forme d'xme goutte aqueuse sur le support S et le 
reactif R est alors d6croch6 du support S ou du film F afm de peraiettre sa reaction avec la 
cellule et eventuellement sa transfection dans la cellule. Cette variante est illustrde par les 
figures 3 et 7. 

20 Dans la presente invention, le terme de transfection est utilise pour 

designer la penetration d W molecule d*un reactif, quel qu'il soit, dans une cellule. 

Dans le cas ou la stimulation du milieu reactionnel comporte 
r introduction d'une molecule d'un reactif R, le film de separation F, lorsqu'il est present, 
est choisi de fa9on a etre non miscible avec R. 

25 Paraii les moyens d'apport d'^nergie, on peut citer en particulier des 

moyens de traitement thermique, qui peuvent consister par exemple en un dispositif 
chauffant susceptible d'etre place a proximite du support S ou fix6 a ce support et destine a 
porter les gouttelettes a une temperature appropriee. Par exemple, le moyen de chauffage 
peut consister en des fils conducteurs de Teiectricite servant egalement de moyen de 

30 reception des gouttes. 

Les moyens de traitement optique sont notamment des moyens de 
traitement aux rayons ultra-violets, ces demiers etant connus pour induire une reticulation 
entre des brins compiementaires d'ADN et entre ADN et proteines. 

La mise en contact avec une ou plusieurs autres cellules consiste k 
35 introduire dans le milieu reactionnel une ou plusieurs autres cellules de fa9on a constituer 
\m reseau de cellules susceptible d*interagir. 

. Selon une premiere variante, me goutte aqueuse contenant la cellule C 
est deposee sur le support S, une seconde goutte aqueuse contenant ime ou plusieurs autres 
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cellules est injectee, a Taide de tout moyen d'injection appropri6, directement dans la 
goutte contenant la cellule C. L'ordre de d6p6t des gouttes de cellules peut bien 
6videmment etre inverse, 

. Selon une seconde variante, une premiere goutte aqueuse est d6posee 

5 sur le support S puis une seconde goutte aqueuse est d6pos6e sur le meme support a 
proximite de la premiere, Tune de ces gouttes contient la cellule C, T autre goutte contenant 
une ou plusieurs autres cellules, Tinteraction entre les cellules est d6clench6e par la fusion 
des deux gouttes. Le deplacement et la fusion des gouttes peuvent etre obtenus par 
vibration au sein du support, par deplacement electrophoretique des gouttes charg^es 

10 61ectriquement ou par des pinces mecaniques ou optiques. II peut egalement etre obtenu 
par une modification des proprietes de surface du support provoqu6es par T application 
d'un champ electrique, d'un champ magnetique, d'un traitement thermique, d'un 
traitement optique. 

Pr^ferentiellement, le support S est constitue par une plaque qui peut Stre 

1 5 en silicium, en verre ou en polymere, comme par exemple en polyur^thane, en nylon, en 
polyester, en polyethylene, en polypropylene, en polyfluorocarbone, en 
polymethylmethacrylate (PMMA), en polycarbonate, en chlorure de polyvinyle (PVC), en 
polydim6thylsiloxane (PDMS) ou en polysulfone. 

Selon I'invention, Taccrochage des gouttes sur le support se fait grace aux 

20 forces de tension de surface. Pref^rentiellement, le support S pr6sente une surface 
sensiblement plane comportant au moins un moyen destine a la reception des gouttes 
aqueuses. 

De preference, le moyen destin6 a la reception des gouttes aqueuses 
consiste en des zones de la surface sensiblement plane du support S d*une taille allant de 
25 5 nm'^ a 5 mm^. 

Selon une premiere variante, on peut pr^voir que le support S pr^sente 
sur sa surface plane un caractere hydrophobe et comporte une ou plusieurs zones 
hydrophiles constituant ledit moyen de reception. Selon une autre variante, on peut 
dgalement pr6voir que le support S comporte sur sa surface plane des cavitfe, d*une 

30 profondeur allant de 1 micron a 1 millimetre, et constituant ledit moyen de reception. On 
peut egalement pr6voir que le support S soit une plaque munie d'excroissances de faible 
6paisseur, de 1 micron a 1 millimetre, disposees sur sa surface et destinies a favoriser 
Taccrochage des gouttes. Enfin, on peut pr^voir que le support S soit vme plaque munie 
d'au moins un fil, sur lequel viennent s*accrocher les gouttes. Le depot de deux gouttes sur 

35 le meme moyen de reception va favoriser la fusion de ces deux gouttes et done la reaction 
du reactif R avec la cellule C. De preference, le support S presente sur sa surface plane un 
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caractere hydrophobe et comporte une ou plusieurs zones hydrophiles constituant le moyen 
de reception. Pour conf6rer a la surface plane du support un caractere hydrophobe, celle-ci 
est pr^ferentiellement recouverte d'un mat^riau hydrophobe tel qu'un polyfluorocarbone, 
comme par exemple le polytetrafluoroethyidne ou T6flon ®, un silane comme par exemple 

5 le perfluorosilane. La zone hydrophobe du support peut consister en une structuration de 
sxirface dentel6e a Techelle nanom6trique comme le « silicium noir » utilise en optique. 
Des exemples de lames commerciales de ce type sont les lames immimofluorescence 40 
puits D2 mm super teflon, commercialisees par la society MERCK EUROLAB division 
POLYLABO. Encore plus preferentiellement, le support comporte en outre un second 

10 moyen de reception des gouttes superpos6 au premier, conmie par exemple une surface 
plane hydrophobe et des excroissances de faible 6paisseur hydrophiles, ou une surface 
plane hydrophobe et des puits hydrophiles comme illustr6 par la figure 6, ou une surface 
plane hydrophobe et un fil hydrophile. 

Le support peut-etre adapts k partir d'lrn support utilis6 classiquement 

15 pour la spectrom^trie de masse, on peut prevoir qu'il comporte une couche electriquement 
conductrice (acier par exemple) ou non ; qu'il soit reconvert, au moins sur les moyen de 
reception d'un materiau promoteur de la d^sorption. De tels supports existent sur le 
march6, par exemple : 

les puces SELDI (« ProteinChip® arrays ») commercialisees par la 
20 soci6te Ciphergen Inc. (modele NP20 par exemple) comportent une fine couche 
hydrophobe percee de trous ou la surface est active (hydrophile) ; 

les supports « AnchorChip™ » commercialises par la society 
BrukerDaltonics Inc comportent des surfaces hydrophobes sur laquelle sont placees des 
excroissances hydrophiles. 
25 Le support peut aussi etre actif, pour faire 6voluer les gouttes sur sa 

surface en utilisant les principes de la microfluidique en goutte. Cela revient a modifier 
dynamiquement les propriety de surface du support (par exemple les variations en 
6nergie/tension de surface) pour faire bouger les gouttes de manifere contr616e. Ainsi, les 
gouttes de cultures cellulaires peuvent passer par differentes Stapes de r6actions conduites 
30 au sein du support : on peut faire fiisionner deux gouttes qui se rapprochent (une avec le 
reactif et une autre avec les cellules par exemple). 

Pour r^aliser ce genre de support Shenderov et aL (« Electrowetting- 
based actuation of liquid droplets for microfluidic applications''. Applied Physics Letters, 
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vol. 77, n^ll, p. 1725-1726, septembre 2000) d6crit rutilisation de la modification des 
Energies de surface d'une couche hydrophobe, lors de Tapplication d'un champ electrique : 
la tension de surface diminue avec I'intensite du champ, la surface devient moins 
hydrophobe, voir hydrophile. Le contrdle et le mouvement du champ electrique permettent 
5 de deplacer les gouttes de liquides sur cette surface. Cette m6thode a 6t6 brevet6e par la 
society Nanolytics (Shenderov et al. « Actuators for microfluidics without moving parts », 
n° US 6,565,727 ; 2003), mais sans I'utilisation de cultures cellulaires. 

Une autre maniere de modifier ces propri6t6s de surface consiste en 
la modification physico-chimique de la couche surfacique du support, toujours a I'aide 

10 d'un potentiel electrique. Par exemple, le changement de conformation d'lme couche de 
SAM (« self-assembled monolayer », monocouche auto-assemblee, par exemple des thiols 
modifies, comprenant au moins une extr6mit6 hydrophile et ime chaine hydrophobe), 
d6montr6 par Lahann et al. («A reversibly switching surface », Science, vol. 299, p. 371- 
374, janvier 2003), permet de passer d'une conformation droite des molecules au sein de la 

15 couche superficielle, qui alors pr^sente un caractere hydrophile, h une conformation 
courbee, dans laquelle elle presente un caractere hydrophobe. 

De la mSme manidre, on pent utiliser la temperature comme moyen 
de changer les propriet^s de surface d'un support. Liang et al (^'Preparation of Composite- 
Crosslinked Poly (N-Isopropylacrylemide) Gel Layer and Characteristics of Reverse 
20 Hydrophilic-Hydrophobic Surface'' Journal of Applied Polymer Science 72:1, 1999) d^crit 
un polymere qui est hydrophile a faible temperatures (<30°C) et hydrophobe au-dessus. En 
integrant im systdme de contrdle localise de la temperature sous le substrat, on pent 
contrdler les propriet^s de la surface. 

On pent aussi mettre en place un support dont les propriet^s de la 
25 couche surfacique change avec Tapplication ou non de lumiere (champs 
electromagnetique). Ichimura et al. (« Light-driven motion of liquids on a photoresponsive 
surface », Science, vol. 288, p. 1624-1626, juin 2000) decrit une telle surface : \me couche 
de polymere (calix[4]resorinarene) dont le groupe terminal (azobenzene) pent changer de 
conformation isom^rique apres une photoirradiation asym6trique. Lorsqu'on expose ces 
30 groupes cycliques en conformation trans (couche hydrophile) aux UV (365nm), ils passent 
en conformation cis (hydrophobe). La reaction est reversible en utiUsant de la lumifere 



wo 2005/008238 



PCT/FR2004/001810 



11 

bleue (436 nm). En ^clairant de fa9on selective et graduelle la couche de polymere, on peut 
deplacer des gouttes de liquide de maniere controlee. 

Selon une variante de T invention, le reactif R est fix6 au support S avant 
le depot de la goutte aqueuse contenant la cellule C. De tels dispositifs sont connus de 
5 rhomme du metier pour d'autres utilisations : ce sont les puces a ADN telles que decrites 
par : 

- Eisen M.B., Spellman P.T., Brown P.O., Botstein D. 

Cluster analysis and display of genome-wide expression patterns, 

Proc Natl Acad Sci USA. 1998 Dec. 8; 95(25): 14863-8; 
10 - Haab B.B., Dunham M.J., Brown P.O., 

Protein microarrays for highly parallel detecting and quantitation of 
specific proteins and antibodies in complex solutions. 
Genome Biol. 2001 Jan 22; 2(2): RESEARCH 0004.1-0004.13; 

- Livache T., Bazin H., Caillat P., Roget A., Electroconducting polymers 
15 for the construction of DNA or peptide arrays on silicon chips, Biosens 

BioelectroTL 1998 Sep 15;13(6):629-34. 

On peut appliquer le m@me principe a des molecules autres que des 
polynucleotides. Des puces a molecules sont decrites dans : Kumvilla et al^ Glucose 
signalling with small molecule microarrays. Nature (2002), 416 p. 653. Dans tons les cas, 
20 la molecule de reactif est d'abord accroch^e sur la puce (par exemple par accrochage 
covalent sur une lame de verre). Selon la pr6sente invention, la molecule peut 
eventuellement etre d6croch6e apres d6p6t des gouttes aqueuses contenant des cellules sur 
la puce a molecules. 

Le d^crochage de la molecule de reactif peut Stre fait de fa9on coimue 

25 par Tun des moyens suivants : 

- photoclivage par des UV en utilisant un site de liaison du reactif au 
support qui soit photoclivable comme illustre par la figure 5. 

Et dans le cas ou le reactif est un polynucleotide uniquement : 

- coupure de TADN double brin par des enzymes de restriction, ou par 
30 d'autres nucleases, 

- modification de la stringence d'hybridation : un changement de 
concentration saline, de temperature ou de conditions Redox du milieu permet de s6parer 
deux brins d' ADN. 

Dans certains cas on pr6voit que le r6actif R reste fix6 sxir le substrat. 
35 Selon rinvention, la surface sensiblement plane du support S peut etre 

recouverte d'un film de s6paration qui remplit trois fonctions : 
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- il doit pr6venir une fusion des gouttes aqueuses non desiree, 

- il empeche r6vaporation des gouttes aqueuses d6pos6es sur le support, 

- il pennet le passage des gaz, notamment O2 et CO2, ces deux demieres 
fonctions 6tant destinees a permettre la survie des cellules dans leurs gouttes. 

5 Le film F peut Stre de differentes natures : 

- il peut s'agir d'un liquide non miscible avec I'eau comme par exemple 
une huile. Jusqu'4 ce jour, on savait utiliser Thuile pour conserver certaines cellules, 
toutefois, elle n'avait jamais 6t6 utilis6e pour effectuer des reactions sur des cellules. Parmi 
les huiles utilisables dans le proced6 et le dispositif selon Tinvention, on peut citer 

10 notamment les huiles min^rales et les huiles de silicone. On peut egalement utiliser comme 
liquide un solvant organique non miscible avec les composes a traiter (cellules et reactifs), 
tel que par exemple Toctane. De preference on utilise une huile min6rale 16gere. 

- il peut Egalement s'agir d'un gaz comme de Tair sature en humidity, 

- il peut ensuite s'agir d'un film souple, solide, tel qu'un film en PDMS 
15 (poly dimethyl siloxane) ou un film en nitrocellulose, 

- il peut enfin s'agir d'un capot rigide alv6ole en mat^riau poreux, la 
taille des alveoles etant adapt^e pour pouvoir contenir la goutte de cellule(s) et 
6ventuellement de r6actif, Selon une variante de 1' invention, le capot rigide alveole peut 
etre fonctionnalis6, dans chaque alveole, par une molecule de r6actif et constituer ainsi xme 

20 puce a molecule ou ime puce a nucleotide appel^e a venir en contact avec le support sur 
lequel des gouttes de cellules ont 6t6 d^posees de fafon symetrique par rapport aux 
alveoles. Cette variante de Tinvention est illustr6e par la figure 7. 

Avant introduction du milieu r6actionnel k analyser dans le spectromdtre 
de masse, le film de separation, s'il est susceptible d'6tre g§nant pour la mise en oeuvre des 
25 etapes de cette analyse, est retire. 

Lorsqu'il n'y a pas de film de separation ou que celui-ci est vin gaz ou un 
liquide, de fa9on avantageuse, le depot des gouttes aqueuses contenant une celliile ou un 
reactif sur le support S, et eventuellement sous le film de separation, se fait au moyen de 
fins capillaires, comme illustre sur la figure 1 . De preference, ces capillaires sont relies h 
30 une pompe ou pousse-seringue permettant de controler le volume des gouttes. 

Les cellules et les reactifs peuvent fetre egalement dispenses par un 
systfeme classique comme ceux utilises poxir la fabrication des puces k ADN. On peut citer 
par exemple les systfemes piezoeiectriques permettant de comprimer xme cavite et d'ejecter 
une goutte par une buse. On peut se reporter a ce sujet a N. Takada et a/.. Proceeding of the 
35 SID, vol. 27/1, 1986, 31-35. 

Preferentiellement, les gouttes ejectees passent a tr avers le film de liquide 
ou de gaz grace a leur vitesse d'ejection et/ou par gravite, ce liquide ou ce gaz etant plus 
leger que la solution a deposer, Lorsque le film de separation est un film solide ou un capot 
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rigide, celui-ci est depose sur le support, apres d6p6t des gouttes aqueuses de cellules et 
eventuellement de r^actifs par les memes moyens que d6crit ci-dessus. 

Le deplacement et la fusion des gouttes peuvent 8tre obtenus par 
vibration au sein du support, par deplacement 61ectrophor6tique ou electromagnetique des 

5 gouttes chargees 61ectriquement ou par des pinces m^caniques ou optiques. II pent 
egalement Stre obtenu par une modification des proprietes de surface du support 
provoqu6es par T application d'un champ electrique, d'un champ magn^tique, par un 
traitement thermique ou un traitement optique.. 

Pref6rentiellement, le support S du dispositif est mobile, de fa9on a 

10 permettre son deplacement d'un premier moyen de depot k un second moyen de d^pot, et 
Eventuellement a d'autres moyens de depot et egalement le deplacement jusqu'au 
spectrometre de masse. Le support S pent dans certains cas etre constitu6 d'un film solide 
fixe a des rouleaux a ses dexix extr^mites, les rouleaux 6tant mimis de moyens de bobinage 
de fa9on a permettre le deplacement du film et done le deplacement des gouttes qui ont ete 

15 deposees dessus. 

Generalement, le precede selon I'invention prevoit le deplacement du 
support S apres le depot sur le support S de la premiere serie de gouttes, qu'il s*agisse des 
gouttes de cellules ou des gouttes de reactif. 

Selon I'invention le support S pent etre place dans une enceinte a 
20 atmosphere controiee dont la temperature, rhygrometrie et la teneur en CO2 sont ajustees 
de fa9on a permettre la survie des cellules. 

De tels dispositifs sont notamment des etuves k atmosphere contr616e. La 
temperature dans un tel dispositif pent varier de 35 a 42°C, une temperature preferee se 
situant entre 36,5 et 37,5''C. La variation de temperature pent notamment etre utilisee pour 
25 induire des differentiations cellulaires. 

Le taux de CO2 est preferentiellement maintenu entre 3 et 5%. Le taux 
d'oxygene O2 est preferentiellement celui de Fair ambiant. 

Par exemple, on pent prevoir de maintenir les cellules dans des gouttes 
aqueuses sur le support S dans une etuve a 37°C, avec 95% d'air, 5% de CO2 et 97% 
30 d'humidite. 

On prevoit generalement que seuls les supports sur lesquels ont ete 
deposees les gouttes de cellules et le film de separation soient places dans ime enceinte a 
atmosphere controiee. Toutefois, d'autres elements du dispositif de Tinvention peuvent si 
necessaire etre places dans cette enceinte. 
35 De fa9on avantageuse, on pent prevoir que les gouttes aqueuses 

contenant une ou plusieurs cellules, un tissu cellulaire ou un reseau cellulaire, comportent 
un milieu de culture. 
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En effet, T^tablissement de cultures de cellules depend de Taptitude des 
cellules a maintenir leur proliferation et done des conditions indispensables k leur 
croissance. 

Avantageusement, on prevoit que les gouttes aqueuses de cellules 
comprennent du MEM ou « minimal essential medium » commercialise par la societe 
GIBCO BRL sous la r6f6rence Cat. No. 12000-022. 

Le milieu de culture pent ^galement contenir d'autres constituants tels 
que du s^rum de veau, un ou plusieurs antibiotiques destines a contr61er la st6rilit6 du 
milieu, comme par exemple de la p6nicilline. 

On peut egalement pr6voir d^utiliser dans le milieu de culture des agents 
chimiques qui induisent la difiKrentiation des cellules, comme par exemple la 
bromodeoxyuridine. 

On peut egalement pr^voir que les gouttes aqueuses dans lesquelles les 
cellules C sont en culture soxent g^lifiees, h I'aide de tout agent g^lifiant connu, comme par 
exemple de Tagar ou de la gelatine. 

De fa9on avantageuse, les gouttes aqueuses contenant la ou les cellules 
ou le tissu cellulaire ou le r&eau de cellules, et/ou les gouttes aqueuses contenant le r^actif, 
comportent un ou plusieurs constituants destines k favoriser la transfection, comme par 
exemple des liposomes. De tels agents de transfection sont d6crits notamment dans les 
documents WO 01/20015 et WO 98/33932. 

D'autres moyens destines a favoriser la transfection peuvent 6galement 
6tre employes dans le dispositif de Tinvention, tels que: I'^lectroporation ou la 
micropr^cipitation. Ces m^thodes de transfection, bien connues de Thomme du metier, 
sont decrites notamment sur http://opbs.okstate.edu/^melcher/MG/MGW4/MG43.htmL 

On peut en outre pr^voir que le dispositif comporte des moyens de 
d6tection focalises sur \me ou plusieurs gouttes d^posees sur le support. 

Les moyens de ddtection sont notamment des dispositifs destines k 
mesurer la fluorescence ou la radioactivite d'une ou plusieurs gouttes ou des cellules 
contenues dans ime ou plusieurs gouttes. 

Les moyens utilises dans les dispositifs selon Tinvention seront 
prdftrentiellement relics a un dispositif de contrdle permettant Tautomatisation du 
dispositif et du proced6 selon Tinvention. 

L'utilisation du dispositif et/ou du proc6d6 selon Tinvention pr^sente de 
nombreux avantages : on peut utiliser de trds petites quantit6s de mat6riaux : une seule 
cellule par goutte permet de r^aliser une experience de transfection et sufifit pour faire une 
analyse par spectrom^trie de masse. On peut travailler avec des volumes de gouttes trhs 
petits, inf6rieurs a 1 micro litre, de preference de 0,1 a 1000 nanolitres contenant 1 k 500 
cellules, encore plus preferentiellement de 0,1 a 10 nanolitres contenant 1^10 cellules. 
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Avantageusement, on travaille sur des gouttes contenant de 1 a 100 cellules. On peut 
egalement prevoir de travailler sur des volumes plus importants, notamment superieurs au 
microlitre (10 a IOOjaI, contenant 500 a 100 000 cellules). Ce proc6d6 permet egalement 
d'utiliser de petites quantit6s de reactif. Le film de separation F permet de controler les 

5 echanges gazeux du milieu de culture de la cellule et sa st6rilite. II permet aussi de s6parer 
des gouttes dont on ne soiihaite pas qu*elles r6agissent ensemble. Les cultures de cellules 
sous forme de gouttes sous le film de separation peuvent se conserver au moins 24 heures 
et jusqu'a plusieurs jours sans que Ton observe de modifications notables de leur activity 
cellulaire (sans influence notable sur la proliferation et la croissance des cellules). 

10 Le procede et le dispositif selon Tinvention permettent Egalement de 

realiser des batteries de reactions : 

Plusieurs gouttes aqueuses comprenant chacune au moins une cellvde 
peuvent 6tre d^pos^es sur le support S, lesdites gouttes etant isolees les imes des autres. De 
preference, chacune de ces gouttes est placee dans un moyen de reception distinct. Toutes 

15 les cellxales peuvent etre identiques, mais on peut egalement prevoir de placer des cellules 
differentes (au moins deux sortes de cellules differentes) dans les differentes gouttes. Des 
gouttes contenant le ou les reactifs sont deposees, a proximite de chaque goutte contenant 
une cellule, de fafon a permettre la fusion d'une goutte contenant le reactif approprie avec 
la goutte contenant la cellule visee. On peut egalement prevoir d'injecter une goutte de 

20 reactif directement dans chaque goutte de cellule. Pour la realisation de batteries de 
reactions, on prevoit avantageusement un support comprenant des moyens de reception 
des gouttes disposes de fa9on reguliSre sous forme de matrices, de fa9on a permettre 

Tautomatisation du precede. 

De fa9on avantageuse, le support et les capillaires destines a deposer les 
25 gouttes aqueuses de cellxiles et de reactifs sont relies a des moyens de controle de fa9on a 
permettre I'automatisation du procede. 

Le procede et le dispositif selon Tinvention permettent done de realiser 
simultanement et de fa9on automatisee un grand nombre de reactions d'un reactif sur une 
cellule en faisant varier la nature du reactif et de la cellule, tout en travaillant sur des 
30 volumes extrSmement reduits, puis d'analyser le resultat de ces reactions. 

Parmi les cellules qu^il peut etre interessant d'etudier par ce precede, on 
peut citer notamment : 

- des cellules primaires, 

- des hybridomes, 

35 - des lignees de cellules : les cellules peuvent se perpetuer etemellement 

et former ainsi des lignees, 

- des cellules souches : elles sont obtenues a partir d'un preifevement chez 

r animal ou a partir de biopsies. 
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- un morceau de tissu cellulaire (les cellules ne sont pas individualis^es) 

- des melanges des difKrents types de cellules 6nonc6s ci-dessus. 

Les cellules sont cultiv^es en milieu de culture (aqueux) de fa^on 
connue. On peut 6galement cultiver des cellules heterogenes pendant plusieurs jours et 

5 utiliser ce m61ange, 

Selon une variante de Tinvention, lorsque toutes les cellules a mettre en 
reaction sur un meme support sont identiques on peut proc6der de la fa9on suivante : le 
support est une plaque hydrophobe comportant des zones hydrophiles, on rinimerge dans 
une solution aqueuse contenant les cellules puis on la sort de cette solution en laissant le 

10 liquide en exces s'6couler. Les gouttes du milieu contenant les cellules sont retenues dans 
les zones hydrophiles. Cette etape est suivie du depot d^xane couche de film de separation F 
et du depot des gouttes contenant un reactif ou d'autres cellules. Suivant la nature du film F 
(fluide ou solide), celui-ci est depos6 avant ou aprds le dep6t des gouttes de r6actif ou 
d'autres cellules. 

15 Paraii les reactifs R susceptibles d'etre utilises dans le proc6d6 et le 

dispositif selon Tinvention, on peut citer : 

Des molecules chimiques de toutes natures, notamment des molecules 
inorganiques, des molecules organiques naturelles, des molecules issues de synthese 
organique et de synthese combinatoire, des molecules extraites d'6chantillons biologiques 

20 et des moleciiles extraites d'6chantillons biologiques modifi^es par synthese. On peut citer 
notamment les polynucleotides : les molecules d'ARN simple et double brin, les molecules 
d'ADN simple et double brin ; les molecules de PNA (de T anglais « peptidic nucleic acid » 
ou acide nucleique peptidique) qui sont des chimferes peptide-acide nucl6ique ; les 
ribozymes ; les AKN interferences double brin ou les prot6ines et les peptides. Parmi les 

25 prot6ines, on peut citer tout particulierement les facteurs de transcription. 

Les molecules de reactif peuvent etre formul6es en solution prete k 6tre 
d^posee. EUes peuvent 6galement etre preparees directement apres d^pot sur le support, par 
exemple par synthese, notanunent par synthese organique, in situ, ou par transcription in 
vitro dans la goutte. Des molecules de type prion peuvent aussi etre obtenues en goutte par 

30 reaction de polymerisation en chaine ou PGR (de Tanglais "polymerisation chain reaction") 
peptidique avant lexir transfection dans les cellules. Lorsque Ton utilise des molecules 
d'acides nucl6iques, leur preparation peut etre faite par PGR nucl6ique. Gomme il a d€}k 6t6 
expose ci-dessus, le reactif peut egalement etre 6x6 au support. 

Lorsque Ton emploie conmie reactif de I'ADN, avantageusement celui-ci 

35 est sous forme pr^cipitee. De fa9on coimue, on peut par exemple utiliser le phosphate de 
calcium. La precipitation de TADN peut egalement etre faite dans la goutte aqueuse 
deposee sur le support par fusion avec ime goutte du reactif approprie. 
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Selon une variante du dispositif et du precede selon rinvention, on peut 
pr6voir de faire plusieurs depots successifs destines k etre fiisionn^s : 

On peut pr6voir de d^poser successivement plusieurs r^actifs destines k 
transfecter une meme cellule et observer leurs effets cumules ; 
5 On peut 6galement pr6voir de d^poser plusieurs gouttes de cellules et les 

faire fusionner, de fa9on k reconstituer un r^seau cellulaire de cellules identiques ou 
difKrentes afin de se rapprocher au plus pr6s de conditions rencontr^es in vivo. Par 
exemple, on peut reconstituer des reseaux de neurones a Techelle de quelques cellules par 
la rencontre de cellules gliales et de neurones pour les faire communiquer au sein d'une 
10 meme goutte comme illustre par la figure 4, ou des interactions entre les differents types de 
cellules qui constituent la peau afin de mimer le comportement de celle-ci a I'echelle 
cellulaire. 

On peut 6galement reconstituer un tissu cellulaire destin6 k mimer le 
comportement de T^piderme en cultivant ensemble au sein d'une mSme goutte des 
15 k^ratinocytes sur un tapis de coUagene. On peut 6galement cultiver ensemble des cellxiles 
souches de la peau en presence de cellules du foUicule pilleux afin d'6tudier leurs 
interactions. 

Par exemple, on peut utiliser la transfection de reactifs dans un premier 
type de cellules de fa9on k declencher une reaction cellulaire, telle que la production d'une 

20 prot^ine recombinante puis faire reagir cette premiere population cellulaire avec une 
population cellulaire d!\m autre type par fusion avec ime autre goutte. 

Selon une variante de Tinvention illustree par la figure 8, on peut 
6galement prevoir que le support soit mimi de moyens de separation permettant de separer 
deux types de cellules distincts mais autorisant le passage de petites molecules entre ces 

25 cellules. Un tel moyen de separation est destine k mimer une barrifere biologique, telle que 
par exemple la barriere existant entre le sang et les cellules cervicales. De tels moyens de 
separation sont avantageusement disposes au niveau des moyens de reception, sur le 
support. Pour leur mise en oeuvre, on pr6voit de d^poser une goutte aqueuse comprenant au 
moins une cellule d'lm premier type d'un cote du moyen de separation et une goutte 

30 aqueuse comprenant au moins une cellule d'un second type de I'autre c6te du moyen de 
separation. La fiision des gouttes de part et d'autre du moyen de separation permet une 
communication entre les cellules par Tintermediaire de molecules susceptibles de difiEuser 
au travers du moyen de separation. Cette communication peut alors etre etudiee par tous 
moyens, notamment par Tajout de reactifs sous forme de goutte aqueuse avant ou aprds la 

35 fusion des gouttes cellulaires. Par la transfection automatisee de ces gouttes, il est possible 
d'analyser le rdle biologique des facteurs transfectes dans ime multicouche biologique. 

Les moyens de separation utilisables selon cette variante de Tinvention 
sont des membranes artificielles telles que par exemple un filtre en nitro-cellulose, du 
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silicimn perce de nano-trous, un buvard en papier, un filtre en tissu ; on pent ^galement 
pr^voir d'utiliser un gel solide tel qu'un gel d' agarose, du coUag^ne ou de la gelatine. 

Le dispositif et le proced6 selon I'invention permettent d*6tudier 
Texpression automatisee de prot^ines recombinantes obtenues par Tentr^e d'ADN codant 

5 dans les cellules, de r^aliser le criblage de molecules nucl^iques destinees a modifier 
(bloquer ou au contraire augmenter) Texpression de genes dans les cellules et de rechercher 
des sequences g^nomiques promotrices, Cette invention permet aussi d'etudier les 
interactions entre des cellules de diff6rents types, cette interaction 6tant d^clench^e par le 
melange des gouttes. Le dispositif et le precede selon I'invention permettent d'obtenir une 

10 vue globale des effets biologiques de la reaction de molecules de toutes sortes avec des 
cellules, et notamment de Tentree automatisee de molecules de toutes sortes dans des 
cellules. 

Selon une variante de T invention, on pent prevoir une ou plusieurs Stapes 

de traitement du milieu reactionnel directement sur le support S avant son introduction 

15 dans le spectrometre de masse. Ces 6tapes de traitement peuvent consister en une lyse des 

cellules, xin ou plusieurs lavages, T adsorption ou la fixation de molecules ayant ime affinite 

pour des molecules dont on cherche a d6tecter la presence. 

Ensuite, le milieu reactionnel place sur le support S est prepare en vue de 

son introduction dans le spectrometre de masse. 

20 Cette preparation pent consister en une congelation du milieu reactionnel 

de fa9on a preserver ses caracteristiques. EUe pent consister en im sechage, avec ou sans 
traitement thermique, avec ou sans vide, comme par exemple par lyophilisation. On pent 
aussi prevoir de les fixer par tin traitement a Taide d'un agent tel que le methanol ou le 
formaldehyde. On peut prevoir d'appliquer plusieurs etapes de preparation successives. 

25 Selon le precede de I'invention, lorsque le spectrometre de masse est du 

type MALDI la preparation du milieu reactioimel en vue de son introduction dans le 
spectrometre de masse comporte de fa9on connue I'addition d'une ou de plusieurs 
molecules acides, de petite taille et absorbant la Iximiere telles que par exemple Tacide 
alpha cyano 4-hydroxycinnamique, Tacide nicotinique ou Tacide sinapinique^ Ladite 

30 molecule en solution est additionnee au milieu reactionnel k analyser de fa9on a ce 
qu'apres sechage, rechantillon a analyser soit inclus dans la matrice cristalline foimee par 
cette molecule, ce qui permet d'assurer le succes de la desorption et de Tionisation de 
rechantillon. 

La solution de molecule destinee k former la matrice cristalline est 
35 avantageusement additionnee au milieu reactionnel en tres large exces molaire de fa9on a 
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favoriser la fonnation de la matrice cristalline lors du s^chage k I'air de Tensemble. 
Lorsqu'un autre type de spectrometre est employe, on utilise d'autres molecules 
promotrices de la desorption, de fa9on connue de rhomme du metier. 

Le milieu r^actiomiel est alors desorbe et ionis6. Cette etape est mise en 

5 oeuvre grace a un moyen de d6sorption selectioime parmi : un faisceau laser, un faisceau 
d'ions, un faisceau d^atomes neutres, un faisceau d'61ectrons. La d^sorption/ionisation peut 
egalement etre faite par nebulisation d'un 6chantillon liquide. La resolution est de Fordre 
de la taille du faisceau et permet un ciblage tres precis du milieu r^actionnel que Ton 
souhaite desorber. Lorsqu'une plurality de milieux r^actionnels se trouve sur le support S, 

10 chacun des depots peut etre cibl6, et done d6sorbe/ionis6, de fa9on successive. 

Chacun des milieux r^actionnels d6pos6s sur le support S est desorb6 et 
ionise individuellement et son spectre de masse est 6galement produit de fa9on individuelle 
et ciblee. 

Le support S est place dans le spectrometre de masse et chacvm des 
15 milieux r^actionnels places sur ce support est traite de fafon individuelle. Un meme milieu 
reactionnel peut etre traite a plusieurs reprises (plusieurs milliers de traitements laser) pour 
donner une analyse plus complete du ph6notype consid6r6. 

La disposition des depots sur le support S sous forme de matrice permet 
une automatisation de la desorption et de I'ionisation. 
20 - On peut citer les appareillages suivants connus comme moyens de 

d^sorption/ionisation : 

o MALDI : matrix assisted laser desorption ionisation (desorption et 

ionisation au laser assists par la presence d'une matrice) et son pendant le 
o SELDI, surface enhanced laser desorption ionisation (desorption et 
25 ionisation ameiior^es par une surface active) 

o SIMS : secondary ion mass spectrometry (spectrometrie de masse k ions 
secondaires) 

o SNMS : secondary neutral mass spectrometry (spectrom^trie de masse a 

neutres secondaires) 
30 o ESI : electrospray ionisation (ionisation par n6bulisation) 

o FAB : fast atom bombardment (bombardement d*atomes rapides) 

o APCI : atmospheric pressure chemical ionisation (ionisation chimique a 

pression atmospherique) 
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On peut citer les appareillages suivants connus comme moyens de mesure de la 

masse : 

o TOF : time of flight, temps de vol 

o MS/MS (ou tandem mass spectrometry ou multi-dimensionnal MS poxir 
5 MS/MS/MS/etc.) : spectrom^trie de masse en tandem, spectrom^trie de 

masse multidimensionnelle, 
o Quadrupole (ou ion trap) : quadrupole ou trappe a ion 
o FT-MS ou FT-ICR: Fourrier-Transform mass spectrometry - ion cyclotron 
resonance (spectrom6trie de masse a transformee de Fourrier — 
1 0 caract6risation par resonance cyclotronique) 

Toute combinaison de ces differents moyens comportant au moins un 
moyen de d6sorption et un moyen d'analyse peut etre consideree selon la pr^sente 
invention coname un spectrometre de masse 

Le spectre de masse obtenu pour chaque milieu reactionnel peut Stre 
15 compare a xme base de donn^es de spectres de masse de fa9on a permettre T identification 
de molecules connues au sein du milieu reactionnel. 

La comparaison du spectre de masse d'tme culture cellulaire avec celui 
d'un milieu reactionnel issu de cette culture permet d' identifier des modifications 
intervenues dans la culture cellxdaire k la suite de la stimulation qui lui a 6t6 appliquee. 
20 L'evolution dans le temps de la reponse d'une cellule ou d'lm ensemble 

de cellules a une stimulation donnee peut etre etudiee grace au proc6d6 et au dispositif de 
r invention : la m6me stimulation peut en effet 6tre appliqu6e de fa9on 6chelonn6e dans le 
temps a xme serie de milieux reactionnels identiques plac6s en serie sur un meme support 
S. 

25 Le proc6d6 et le dispositif de I'invention permettent de faire de 

rimagerie par spectrom^trie de masse : On desorbe/ionise de fa9on selective sur une zone 
de taille r^duite (en dessous de lOOum _ de I'ordre de la taille du faisceau utilise) les 
molecules pr6sentes dans Techantillon, et ceci de fa9on sequentielle sur toute la surface de 
Techantillon. On obtient alors pour chaque « point » de la surface, un spectre qui decrit 

30 I'abondance relative (concentration) de molecules pr6sentes dans ce point de I'^chantillon. 
L'abondance d'une molecule est representee par la hauteur d'un pic (ou I'aire de la courbe 
en dessous de ce pic) au sein du spectre obtenu. Si Ton seiectionne un pic dans tous les 
spectres, on peut envisager de reorder une « image » de I'echantillon relative k cette 
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molecule, de la m6me maniere que pour un scanner a fluorescence : un point est repr6sent6 
par exemple par un pixel de couleur, associ^ a \m code de couleur qui permet d'6valuer 
Tabondance de la molecule d^crite par le pic selectionn6 en ce point, T ensemble des pixels 
donne une image facilement interpretable. Cette variante de T invention est illustr6e par la 
5 figure 10. 

Ce processus peut etre impl6ment6 pour chacxm des pics presents dans les 
spectres, done a partir d'un seul balayage de la surface par le faisceau, on peut recr^er une 
image de I'^chantillon pour chaque molecule d'int^ret d^tectee dans I'^chantillon. Une 
analyse par scanner a fluorescence ne permet g^n^ralement de visualiser que les molecules 
10 marquees prealablement au balayage et ce de fa9on s6quentielle (un marquage pour une 
molecule et pour un balayage). 

On peut aussi selectionner plusieurs pics pour Tensemble de 
r^chantillon, represent6s chacun par une couleur, plus ou moins intense selon Tabondance 
de la molecule. La superposition des deux couleiirs donne une image du ratio de 
15 concentration des substances les unes par rapport aux autres. 

Le proc^de et le dispositif de T invention permettent de faire T analyse 
globale d'un ^chantillon : 

Les cultures cellulaires sont prdpar^es pour leur introduction dans le 
spectrometre (s^chage, cryogenisation, ajout d'xme matrice promotrice de 
20 desortion/ionisation par exemple). L'echantillon est balaye de fa9on globale par le 
faisceau. On recueille un grand nombre de spectres, qui sont additionn^s pour donner une 
moyenne de Tabondance des difiKrentes substances au sein de T^chantillon. 

Le proc6d6 et le dispositif de T invention permettent de faire T analyse 
globale d'un ^chantillon simplifie : 
25 De manifere a faciliter Tanalyse du spectre obtenu lors d'un balayage 

global de la surface, on peut simplifier, directement sur la puce, T^chantillon avant son 
introduction dans le spectrometre, en utilisant des surfaces actives. Ces surfaces peuvent 
permettre de retenir de maniere plus ou moins sp6cifique certaines substances de 
r^chantillon, a la suite de lavages comme illustr^ sur la figure 9. 

30 Le proc6d6 et le dispositif de Tinvention permettent d'6tudier revolution 

d'un milieu r^actionnel vivant sous Teffet d'une stimulation. Cette demarche ne n^cessite 
pas de connaitre a priori les modifications (expression de prot6ines par exemple) 
engendr^es par cette stimulation, conune c'est le cas pour les autres m^thodes d' analyse de 
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milieux r^actionnels en matrice. En outre, toutes les reactions qui se produisent se font 
dans la cellule vivante, en presence des m6mes facteurs d' influence que dans un test in 
vivo. Enfin, les manipulations et traitement de purification et/ou d'extraction et/ou de 
transfert du milieu r^actionnel peuvent fetre 6vit6s par le precede de Tinvention ce qui 
5 permet d'eviter les artefact et les observations biais6es qui sont propres aux systfemes 
d' etude in vitro. 

De fa9on plus precise, le dispositif de Tinvention comporte au moins un 
appareil permettant de mesurer la masse d'un echantillon au moyen de la spectrom^trie de 
masse, ledit appareil comprenant un tube de spectrometre, un dispositif permettant de faire 

■ 

10 le vide dans ledit tube, des moyens 61ectriques permettant d'appliquer un potentiel 
d' acceleration 61ectrique dans le tube de fagon a acc^lerer les molecules de rechantillon a 
analyser, un moyen permettant de detecter la masse des ions formes, un moyen 
d' introduction du support S dans le tube de fa9on a permettre I'introduction des milieux 
r6actionnels associes a des molecules promotrices de la desorption dans le spectrometre, un 

15 moyen permettant la desorption et Tionisation d'une partie des molecules de cet 
echantillon. 

Ledit moyen permettant la desorption et Tionisation est relie a un 
systeme d' acquisition de donnees de fa9on h permettre le traitement sequence d'une 
pluralite d' echantillon a analyser places sur un support S sous forme d'une matrice ou 
20 puce. 

Le procede de T invention comporte les etapes suivantes : 

- traitement du ou des milieux reactionnels vivants places sur le support S 

par un moyen favorisant la desorption de fa9on a produire des echantillons prSts a etre 

analyses ; 

25 - introduction des echantillons (milieux reactionnels) places sur le 

support S dans le tube du spectrometre de masse ; application d'un vide et d'lm champ 
eiectrique dans le tube d' introduction de spectrometre de fa9on a former un potentiel 
d' acceleration ; application d'un traitement de desorption/ionisation de fa9on contrdiee et 
sequencee sur le ou les echantillons ; detection de la masse des ions formes ; 

30 eventuellement comparaison des donnees recueillies avec xme banque de spectres de 
masse. 

Les avantages du procede et du dispositif de T invention sont nombreux : 
Cette technologic permet en effet de reaUser des milliers de conditions 
experimentales independantes sur im format miniature. 
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Le format de la micro-goutte permet un controle rigoureux des conditions 
de culture du module cellulaire tout au long des diffdrents processus mis en jeux. Ce 
contrdle est renforc^ par 1' integration de tous les traitements des 6chantillons directement 
sur la puce a I'aide ou non de chimie de surface: culture, stimulation, purification 
(eventuellement). 

Poxir ne pas compromettre ce contrdle, comme pour toutes les m^thodes 
existantes, aucun transfert d'6chantillon n'est effectu6 entre les 6tapes de cultures et le 
recueil de signal final. 

Ce recueil tire parti de la precision et de la specificity de la spectromdtrie 
de masse. Celle-ci permet aussi d' analyser vm 6chantillon de maniere multi-param^trique 
(plusieurs molecules analys^es en une seule experience, voir Tensemble d'un prot6ome 
d'int^ret) pour pouvoir s'int6resser a des systemes sans prejuger de leur propri6tes. 

Cette invention, en conservant les 6chantillons au plus pres de la culture 
cellulaire, permet des analyses des donn^es recueillies beaucoup plus rapides : des milliers 
d'exp6riences multi-param6triques s\xr une seule puce. Cela s'ajoute a une interpretation en 
terme de phenotype beaucoup plus 6vidente et fiable. Par exemple, aucun biais n'est 
introduit quant a la quantification de la presence d'une prot6ine (pas de marquage par 
exemple). 

De plus en integrant directement I'analyse par spectrometrie de masse sur 
la puce ou matrice contenant les cellules, 1' invention tire parti de la resolution elev6e de 
I'appareil et permet des analyses de phenotypes localises (cartographie d' expression et 
imagerie cellulaire) a haut debit. 

Ces analyses sont en plus quantitative, et permettent done une 6tude de 
modulation d'expression au cours du temps. 

Cette qualite d'analyse s^applique a toutes les molecules pr^sentes dans 
I'echantillon cellulaire: molecules secret^es, pr^sentes a Tinterieur de la cellule 
(I'interfafage avec un dispositif de secretion peut aussi etre envisage), structurelle. 

La chimie de la molecxile ne jouant de role qu'au niveau de la mise en 
ceuvre pratique de la spectrometrie, il est possible de detecter tout type de molecules 
produites par les cellules : lipides, proteines, peptides, proteines modifiees, sucres, ARN 
circulants. 

Le phenotypage direct de cellules stimulees sur puce s' applique a tous les 
domaines faisant intervenir la caracterisation de reponses cellulaires : 

• Recherche en biologic : les recherches cliniques et fondamentales sur 
les cellules et les mecanismes de fonctionnement intra ou inter cellulaires sont grandement 
acceierees par le recours a un outil utilisant directement des cellules et permettant un debit 
d' analyse eleve, couple k une haute precision. 
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• Recherche pharmaceutique : en testant Tactivite de nouvelles 
molecules (th&apeutiques, toxiques) sur des cellules vivantes de maniere rapide et multi- 
param6trique, le proced^ de T invention permet d'acc616rer le processus de criblage, en 
faisant beaucoup plus t6t des tests proches de conditions 172 vivo. De plus la recherche de 

5 nouvelles cibles d'interet th6rapeutique est aussi accelerde puisque leur pertinence est 
6valuee dans un environnement cellulaire complet et peu perturb^. 

• Toxicologic / biocapteurs : analyse rapide de la reponse de cellules k 
des toxines sur de multiples parametres (plusieurs modules cellulaires sur une m6me puce 
par exemple) pour, par exemple, Tindustrie militaire ou de Tenvironnement. 

0 • Etudes des manipulations genetiques de cellules v6g6tales ou 

animales. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Exemple 1 : Analyse des s£cr6tions de lymphocytes T : la cytokine 

IL-2. 

5 Interet : Caract^risation d'^chantillons de patients atteint par diff^rents 

viras (Hepatite C, HIV par exemple) ou cancers. La cytokine analys^e (IL-2) est un 
promoteur de la proliferation de lymphocytes T, elle pent 6tre utilis6e comme th6rapie pour 
le renforcement du systfeme immunitaire. La mesure du taux de cytokine est un indicateur 
de la progression de la maladie et/ou de la therapie. 



Le principe de cette experience est d'essayer de d^tecter par 
spectrometrie de masse, la secretion/production de cj^okine IL-2 par des lymphoc)^es T 
stimules (lignee DOlO.l 1, propriete de TINSERM U548)- La stimulation pouvant se faire 
25 soit directement (addition de Tantigene stimulant dans la solution), soit a Taide de 
lymphocyte B pr6sentateurs d'antigfene associ^s (eux-mSmes stimulus pour la 
presentation). 

Sur une puce de spectrometrie MALDI-TOF, une goutte de culture 
cellulaire de lymphocyte T est deposee (1500 cellules dans une goutte de 4\xl de milieu 
30 RPMI + 1 0% SVF _ serum de veau foetal + 1 % PS ), Comme contrdles/temoins, on depose 
de la meme fa9on des gouttes contenant de Tantigene seul en solution, de la cytokine seule 
en solution, du milieu de culture seul, des cellules non stunuiees en cultures. La production 
de cytokine est ensuite stimuiee dans les gouttes concemees. 
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La matrice (solution satur^e d'acide sinapinique, ou d'acide alpha-cyano- 
4-hydroxcinnamique) est ajout^e sur chaque plot et sech6e. La puce est disposee dans le 
spectrometre et les spectres recueillis et analyses. 

Plusieurs variantes peuvent Stre envisag^es et combin^es: 
5 - la matrice est deposee avant les cellules. 

fonctionnalisation de la surface k I'aide d'anticorps anti-cytokine, 
avant les depots, et les cellxiles sont lysees ou non aprds stimulation. 

Aucune matrice n' est depos6e. 
Exemple 2 : analyse d'une signature moleculaire 
10 Le but de cette experience est de ddmontrer qu'une analyse sur un format 

puce d'une culture cellulaire, et plus particuli^rement la distinction d'une signature 
moleculaire, est realisable. 

Nous avons utilise comme 6chantillon una culture cellulaire (lignee 
jurkat, concentration 2.10^ cellules/ml dans leur milieu de culture RPMH- 10%SVF -serum 
1 5 de veau foetal), ainsi qu'un 6chantillon d'une prot6ine recombinante (IL2 disponible chez 
R&D Systems sous la r^f&ence 202-IL-050). 

La puce utilisee fait partie du systeme ProteinChip® conmiercialis6e par 
la sociae Ciphergen Inc., utilisant le SELDL II s'agit d'une lame recouverte d'une couche 
hydrophobe perc6e de trous hydrophiles, ou la surface active est en silice, de reference 
20 commerciale NP20, qui permet de retenir s61ectivement les prot6ines a caractere 
hydrophile. Cette puce contient 8 plots not^s de A i H. 

Sur une premiere puce, on a cherche h etudier la signature spectrale de la 
prot6ine sans cellules. Pour cela on a dispose sur chaque plot xme dilution particuliere de la 
proteine allant de 5000U/ml pour le plot A k 1 U/ml pour le plot H (en passant par 2500, 

25 1 000, 500, 1 00, 50, et 1 0). 

Preparation de la matrice : 

o Dissoudre la matrice vendue par Ciphergen (r6f6rence commerciale 
« EAM SPA ») , acide sinapinique, dans 75 [xl d'ac6tonitrile, et 75fil de TFA 1%. 

o Vortexer la solution pendant 5 min 
30 o Centrifuger 2min a 10 000 trs/min. 

Calibrage de I'appareil : 

o D6poser sur im plot de la puce un melange de 1 \xl de « All-in-one 
peptide mix » et 1 \xl de matrice 
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5 pendant Imin) 



surface) 



10 



fois) 



15 



sechage 



(insermUSlS) 



20 



o Laisser s6cher a Pair ambiant. 

o Suivre la procedure de calibration du logiciel ProteinChip®. 
Preparation de la puce : 

o pr6-incubation de la lame avec de Teau distillee. i5\i\ par plot 
o sechage des plots a Taide d'un papier absorbant (sans toucher la 



o depot de 5 |il d ' echantillon par plot 
o laisser secher a Fair libre 

o rincer k I'eau distillee (prelever a la pipette au bord du plot plusieurs 



laisser secher. 

ajouter la matrice de promotion de d6sorption/ionisation (0.8|il) 
laisser secher 

reiterer Tetape d'ajout de matrice de desorption/ionisation suivie du 
Lecture de la puce : utilisation du systeme SELDI du CHU de Grenoble 



o 
o 
o 
o 



R6glages : Intensity : 

High mass 
Deflecteur 



210 

100 000 Da 
auto (10 000 Da) 



25 



Sensibilite 1 0 

Optimisation range : 10 000 - 20 000 Da 
Center mass : 1 5 400 Da 

Les spectres sont r6alis6s k Taide du logiciel ProteinChip® Software 
Dans un deuxieme temps on prepare une puce contenant les 6chantillons 
d'interet comme explicit^ dans le tableau ci-dessous : 



Plot 


Echantillon 


A 


Calibration (1 |il « All-in-one peptide mix » + matrice 


B 


5jil de milieu de culture sans cellules (RPMI+10%SVF) 


C 


5|il d'IL2 a . . . U/ml dans du milieu de culture 


D 


5 III de cellules dans leur milieu de culture (concentration . . . 
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1 1 1 / IN 

cellules/ml) 


£ 


QC cellules dans leur niiiieu oe culture ^^concentraiion ... 
cellules/ml) (duplicata D) 


F 


Idem D + 1 ^1 d'IL2 k ... U/ml 


G 


Duplicata F 


H 





Les echantillons (B a G) sont deposes sur la puce suivant le protocole 

prec6dent- 



5 Exemple 3 : imagerie d'une partie du prot^ome de cellules 

(fibroblastes 3T3) apres irradiation aux UV 

Objectifs : de maniere a connaitre tres rapidement les effets d'une drogue 
sur la r^ponse de cellules de la peau a des irradiations UV, ainsi que pour aider au ciblage 
de ces drogues sur un compartiment cellulaires particulier, il est interessant d'etudier la 
10 repartition d'une partie des prot6ines exprini6es par ces cellules. 

Mise en oeuvre : 

Des cellules (fibroblastes 3T3) sont cultivees en goutte sur une cible 
MALDI en acier inox (par exemple disponible chez Bruker Daltonics Inc.). Des gouttes de 
15 milieux de culture sans cellules sont d6posees de la mSme fa9on sur la puce comme 
temoins. La puce est dispos6e dans xme enceinte h atmosphere et temperature contr616e 
(37°C, 100% H2O, 5%C02). 

On fabrique ainsi plusieurs puces. 

On incube la puce pendant 24h de maniere a laisser adherer les cellules. 
20 Les gouttes sont ensuite irradiees de fa9on selective au travers d'un 

masque adapts, ne laissant passer les UV que sur les plots supposes en recevoir, avec 
plusieurs temps dMrradiation (en changeant les masques au cours de T experience) et/ou 
plusieurs intensit6s (masque plus ou moins opaque). 

Apres la stimulation, on laisse les cellules en culture pendant plusieurs 
25 durees d'incubation (une puce par dur^e d'incubation) par exemple (0, Ih, 4h, 24h, et 48h) 
pour analyser revolution du phenotype. 
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Les ^chantillons sont alors congel^s, additionnes de matrice (acide 
sinapinique par exemple) et sech6s, piiis introduits dans le spectromStre de masse pour y 
etre analyses. 

On r6cupere une moyenne de 50 spectres (Equivalents a 50 tirs laser) par 
5 point (ou pixel), un point ayant une resolution de la taille du faisceau laser (inferieur a 
25|im de diamdtre). Pour chaque point le spectre nous donne un ensemble de pics. Un 
logiciel ad6quat permet de selectionner un pic d'int6ret, et on retranscrit ime image de la 
repartition du compose d^crit par ce pic sur Tensemble de Techantillon. 

La masse des composes d'int6r6t nous permet de remonter a sa nature ( a 
10 I'aide de la consultation de bases de doimfes), ou bien s'il s'agit d'un compose incoimu, on 
peut reiterer TexpErience en Tagrementant d'analyse plus completes (par exemple en 
faisant suivre les premiers spectres d'une analyse par MS multidimensionnelle). 

Exemple 4 ; Imagerie de la repartition des ions calcium au sein de 
culture cellulaires par TOF-SIMS et laser SNMS 
15 Interet : les ions calcium tendent a s'accumuler dans des cellules 

endonrniag^es. 

Mise en oeuvre : 

Les cellules sont cultivees sur puce de silici\3m, soumises ou non & \m ou 
plusieurs stress mteaniques, puis les Echantillons sont cryog6nis6s. 
20 lis sont ensuite introduits dans le spectrometre sous vide (faisceau d'ions 

de 50 a 200 nm de diametre) et balayfe par le faisceau dans les memes conditions qu'a 
r exemple 3. 

L' exploitation des r^sultats suit les memes 6tapes que dans Texemple 

pr6cEdent. 

25 

Exemple 5 : Mise en evidence d'un profii spectral correspondant h 
un ph^notype particulier 

Le but de cette experience est d'illustrer la discrimination entre plusieurs 
30 phenotypes par spectrom6trie de masse sur des gouttes de culture cellulaire. Nous avons 
6tudi6 des ph6nomfenes de cytotoxicity avec T utilisation de CDDP (cisplatine = CIS- 
DIAMINEDICHLOROPLATINUM, propriete de runit6 INSERM 318), qui est un anti- 
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canc^reux utilise en chimiotherapie ; ainsi que I'apoptose (mort cellulaire programm^e) 
avec 1' utilisation du TNF (tumor necrosis factor) 

Les puces utilis^es font partie du systeme ProteinChip® coinmercialis6 
5 par la society Ciphergen Inc. (voir exemple 2), utilisant la plateforme SELDI. II s'agit plus 
particulierement de la puce NP20 (r6f6rence commerciale : C553-0043 NP20 ProteinChip 
Array, A-H Format), dont la surface hydrophile est en silice. 

Nous utilisons la lign6e cellulaire U373 (disponible aupres du foumisseur 

ecacc sous le num^ro 89081403). 

10 

L'ensemble des etapes suivantes ont ete conduites dans des conditions 

steriles. 

Dans im premier temps, les puces NP20 ont ^e plongees dans Talcool 
70% pendant 20 min et sechees a la temperature ambiante sous hotte. Les cultures 
15 cellulaires (dans du milieu de culture DMEM + 10% de s^rum de veau fcetal) ont ^e 
depos6es en gouttes de 5jal sur 2 puces coname indique dans le tableau ci-dessous. 



Spot 


cellules 


Traitements cytotoxicity 
(puce n°l) 


Traitements apoptose 
(puce n°2) 


A 


Milieu de culture 
sans cellules 


Avec CDDP 
(l|il : concentration finale 
S.IO**) 


Avec TNF 


B 


20 000 cellules 


C 


20 000 cellules 


D 


20 000 cellules 


E 


Milieu de culture 
sans cellules 


Sans CDDP 


Sans TNF 


F 


20 000 cellules 


G 


20 000 cellules 


H 


20 000 cellules 



On a ensuite laiss6 incuber les puces dans une 6tuve dans une atmosphere saturee en eau k 
20 3TC sous 5% de CO2 pendant im jour. 
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Puis confonnement aux conditions expos6es dans le tableau, on a depos6 \\xl de CDDP 
dilu6 dans du milieu de culture cellulaire dans les gouttes A, B, C et D de la puce n°l, pour 
arriver a une concentration finale d'environ Sur la puce n°2 on a depose 0.2^1 de 

TNF dans les gouttes A, B, C et D pour obtenir une concentration finale d' environ 
5 O.Olng/mL 

Les dispositifs ont alors et6 laissfe a incuber comme pr6c6demment k Tetuve pendant 1 
jour. 

Les manipulations suivantes ont et6 faites daas des conditions non steriles. 
Avant r introduction des puces dans le spectrometre de masse, elles ont ete tremp6es dans 
10 iine solution d'Hepes 2 mM. On a attendu qu'elles sechent a la temperature ambiante (10- 
1 5 min). 

On a pr6alablement prdpar6 une solution de matrice (sinapinic acid) selon les protocoles 
recommandes par Ciphergen Inc. : la matrice a 6t6 dissoute dans 75\xl d'ac6tonitrile et 75\xl 
d'une solution aqueuse d'acide trifluoroac6tique a 1%. La solution fiit ensuite melangee 
15 pendant 15min sur un vortex, puis centrifug^e (10 000 tr/min) pendant 2 min juste avant 
son utilisation* 

On a ajoute 2 fois 0.8 |il de matrice sur chaque plot, en laissant secher entre chaque depot 
(3-5 min). 
Lecture des puces : 

20 Les puces ont alors 6X6 analysees dans le spectrometre de masse SELDI-TOF de 
Ciphergen. 

On a voulu analyser toute la gamme de masse accessible au spectrometre. On a done 
effectue trois analyses sur chaque puces pour 3 gammes de masses (low, medium, et high). 
25 Les spectres sont realises a Taide du logiciel ProteinChip® Software de Ciphergen Inc. 
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Les reglages sont effectu6s comme expliqu6 dans le tableau ci-dessous : 



passage 


faible 


moyen 


naut 


Intensity 

Laser 


178 


198 


230 


Hautes 
masses 
(en Da) 


100 000 


200 000 


300 000 


Deflecteur 
(en Da) 


1 500 


3 000 


5 000 


oensiDilite 


10 


10 


10 


Optimisation 

faibles 
masses (en 
Da) 


2 000 


5 000 


20 000 


Optimisation 

hautes 
masses (en 
Da) 


20 000 


50 000 


150 000 



On a tk6 sur les positions 21 a 81 pour les passages « faibles », par pas 
de 5, avec 2 coups d'echauflfement (intensit6+5) par position. lis n'ont pas et6 inclus dans 
5 la moyenne des 1 5 tirs par positions qui, ajoutes, fonnent les spectres finaux. Les passages 
moyens utilisent les positions 22 k 82 et les passages « hauts », les positions 23 a 83. 

Les r^sultats de ces essais sont illustr6s par les figures 11, 12 et 13. 

Figure 11 : exemple d'un spectre obtenu sans CDDP, sans TNF. En 
abscisse le rapport masse sur charge en Dalton (Da), en ordonnees Tintensite du signal 
10 (1 00 correspond a la saturation du d^tecteur). 

Figure 12 ; representation des differences entre les spectres des deux 
ph6notypes sans TNF et avec TNF 

La figure 12 montre les differences d'intensit6 entre deux ph^notypes 
pour chaque pic des spectres sur une 6chelle logarithmique : en bleu le profil de cellules 
1 5 stimulees par le TNF (done en apoptose), en rouge le profil de cellules non stimul6es. La 
figure 1 3 montre de la meme maniere en bleu le profil des cellules stimul6es au TNF, en 
rouge celui des cellules stimul6es au CDDP, et en vert celui des cellules non stimulees. 

Figure 13 ; representation des differences entre les spectres des 3 
ph6notypes sans TNF ni CDDP, avec TNF et avec CDDP 
20 Ces r^sultats montrent qu'il est possible de difKrentier non seulement 

des cellules non stimulees de cellules stimulees, mais aussi de diff^rentier entre 2 
phenotypes diff^rents de maniere significative. 
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De plus, de manifere classique ces ph^notypes n'auraient pas pu 6tre 
etudi^s avant plusieurs jours d'incubation. Les marquages se faisant au bout de 3 jours 
pour la cytotoxicity et de 6 jours pour I'apoptose. 

Les spectres obtenus (voir pour exeraple la figure 11) ont ensuite 6te 
5 analyses pour verifier que des signatures caracteristiques des ph^notypes ont 6t6 obtenues. 
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REVENDICATIONS 

L Proced6 d'analyse d'au moins un milieu r^actionnel comportant au 
moins une cellule C, ledit precede etant caracteris6 en ce que : 

(i) la cellvile C est d6pos6e sur un support S comportant xme surface 
sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface ; 

(iv) le milieu r^actionnel est prepare et introduit dans le spectrometre de 

masse ; 

(v) le milieu r^actionnel est d6sorb6 et ionis^ ; 

(vi) le spectre de masse du milieu r^actionnel est recueilli et analyst. 
2. Procede selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que dans xme 

seconde etape (ii) la surface sensiblement plane du support S sur laquelle a 6te d6pos6e la 
goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de separation F, permettant 
le passage des gaz et empechant T Evaporation des gouttes aqueuses depos6es sur le support 
S. 

15 3. Proc6d6 selon la revendication 1 ou la revendication 2, caract^rise en 

ce que dans une troisieme etape (iii) la cellule C est soumise a une stimulation . 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, caract6ris6 en ce que la stimulation a 
laquelle est soumise la cellule C est choisie parmi : 

- r introduction d'un reactif R, 

20 - la mise en contact avec une ou plusieurs cellules, 

- un apport d'energie, 

- I'application d'un champ 61ectrique ou d'un champ magnetique, 

- un traitement optique. 

5. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1^4, caractErise 
25 en ce que Taccrochage des gouttes sur le support S se fait grace aux forces de tension de 

sxirface, 

6. PTOc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caract^rise 
en ce que le d6p6t des gouttes aqueuses contenant une cellule ou un reactif sur le support S, 
et 6ventuellement sous le fihn de separation, se fait au moyen de fins capillaires. 

30 7. ProcedE selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caract6ris6 

en ce que le d6p6t des gouttes aqueuses contenant vme cellule ou un reactif sur le support S 
se fait au moyen d'un systdme pi6zo61ectrique. 

8. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 4 a 7, caract^rise 
en ce que le reactif R est choisi parmi : 

35 des molecules inorganiques, des molecules organiques naturelles, des 

molecules issues de synthese organique et de synthese combinatoire, des molecules 
extraites d'echantillons biologiques et des molecules extraites d'6chantillons biologiques 
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modifiees par synthese, notamment les ADN simple et double brin, les ARN simple et 
double brin, les prot^ines et les peptides. 

9. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 k 8, caract^ris^ 

* 

en ce qu'il comporte une ou plusieurs Stapes de traitement du milieu r^actiomiel 
5 directement sur le support S avant son introduction dans le ^ectromfetre de masse. 

10. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 en ce qu'il comporte au 
moins une 6tape de traitement choisie pamii : une lyse des cellules, un ou plusieurs 
lavages, Tadsorption ou la fixation de molecules. 

11. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 
10 caracteris6 en ce qu'il comporte au moins une 6tape de traitement du ou des milieux 

r6actionnels places sur le support S par une solution de molecules promotrices de 
desorption. 

12. Proced^ selon Time quelconque des revendications 1 a 1 1, caract6rise 
en ce que la preparation en vue de Tintroduction dans le spectromfetre de masse comporte 

15 au moins une 6tape s61ectionn6e parmi : une congelation du milieu r6actionnel ; un s6chage 
avec ou sans traitement k la chaleur et avec ou sans vide ; une fixation par un traitement a 
Taide d'un agent tel que le methanol ou le formaldehyde. 

13. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caract6rise 
en ce que la preparation en vue de I'introduction dans le spectromStre de masse comporte 

20 I'addition au milieu reactionnel d'une ou de plusieurs molecules acides, de petite taille et 
absorbant la lumiere suivie d'un s^chage. 

14. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caract6ris6 
en ce que qu'il comporte au moins les etapes suivantes : 

• introduction du ou des milieux r6actionnels places sur le support S dans 
25 un tube d'introduction du spectrometre de masse ; 

- application d'un vide et d'un champ electrique dans le tube de 

spectrometre; 

- application d'un traitement de d^sorption/ionisation de fa9on contr616e 
et s6quenc6e sur le ou les 6chantillons ; 

30 - detection de la masse des ions formes. 

15. Proc6de selon I'une quelconque des revendications 1 a 14, caracteris^ 
en ce qu'il comporte au moins une 6tape de comparaison des donntes recueillies avec une 
banque de spectres de masse. 

16. Dispositif peraiettant I'analyse d'au moins un milieu reactionnel 
35 comportant au moins une cellule C, ce dispositif 6tant caract6ris6 en ce qu'il comporte : 

- un support S comportant une sxuface sensiblement plane, 

- des moyens pemiettant le d6p6t sur ladite surface, de gouttes aqueuses 
contenant la cellule C, 
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- des moyens pennettant la desorption et rionisation du milieu 

reactionnel, 

- un spectrometre de masse. 

5 17. Dispositif salon la revendication 16, caract6ris6 en ce qti*il comporte 

en outre une enceinte k atmosphere controlee dans laquelle est plac6 le support S de fa9on 
a permettre la survie de la cellule C. 

18. Dispositif selon la revendication 17, caract6rise en ce que Tenceinte a 
atmosphere contr616e est une 6tuve a temperature allant de 35 k 42°C, pr6f6rentiellement 

10 de 36,5 et 37,5°C, le taxix de CO2 est preferentiellement maintenu entre 3 et 5%, le taux 
d'oxygene O2 est preferentiellement celui de Tair ambiant. 

19. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, 
caract6ris6 en ce que la surface du support S est recouverte d^un film de separation F 
pennettant le passage des gaz et empechant T evaporation des gouttes aqueuses d6pos6es 

15 sur le support S. 

20. Dispositif selon la revendications 1 9, caracterise en ce que le film F 

est choisi parmi : 

- un liquide non miscible avec I'eau ; 
-ungaz ; 

20 - un film souple, solide ; 

- un capot rigide alv6ol6 en materiau poreux, la taille des alveoles 6tant 
adapt6e pour pouvoir contenir la goutte de cellule(s) et 6ventuellement une goutte de 
r^actif. 

21. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 ^ 20, 
25 caract6ris6 en ce que le support S est constitu^ par ime plaque qm peut etre en silicium, en 

verre ou en polymere. 

22. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 21, 
caracterise en ce que le support comporte une couche electriquement conductrice. 

23. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 22, 
30 caracterise en ce que le support S pr^sente une sxirface sensiblement plane comportant au 

moins un moyen destin6 k la reception des gouttes aqueuses. 

24. Dispositif selon la revendication 23, caracteris6 en ce que le moyen 
destine a la reception des gouttes aqueuses consiste en Txm des moyens suivants : 

- le support S presente sur sa surface plane un caractdre hydrophobe et comporte 
35 ime ou plusieurs zones hydrophiles ; 

le support S comporte sur sa surface plane des cavit6s, d'une profondeur allant 
de 1 micron a 1 millimetre ; 
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- le support S est une plaque munie tfexcroissances de faible epaisseur, de 1 
micron a 1 millimfetre, disposdes sur sa surface et destinees a favoriser 
Taccrochage des gouttes ; 

- le support S est une plaque munie d'au moins un fil, sur lequel viennent 
5 s'accrocher les gouttes. 

25. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 k 24, 
caract^risd en ce que le support S du dispositif est mobile. 

26. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 k 25, 
caract^rise en ce que les gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules comportent 

10 un milieu de culture. 

27. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 26, 
caracterise en ce que les moyens sont relies a un dispositif de controle permettant son 
automatisation. 

28. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 k 27, 
1 5 caract6ris6 en ce que le support S comprend des moyens de reception des gouttes disposes 

de fa9on r6guliere sous forme de matrice. 

29. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 28, 
caracterise en ce qu*il comporte au moins un appareil permettant de mesurer la masse d'xm 
echantillon au moyen de la spectrom^trie de masse, ledit appareil comprenant un tube de 

20 spectrometre, im dispositif permettant de faire le vide dans ledit tube, des moyens 

electriques permettant d'appliquer un potentiel d' acceleration 61ectrique dans le tube de 

fa9on a accel^rer les molecules de Techantillon a analyser, un moyen permettant de 

detecter la masse des ions form6s, un moyen d' introduction du support S dans le tube, un 

moyen permettant la d6sorption et Tionisation de rechantillon a traiter. 
25 30. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 k 29, 

caracterise en ce que le moyen de desorption est selectionne parmi : un faisceau laser, xm 

faisceau d'ions, un faisceau d'atomes neutres, im faisceau d' electrons, la nebulisation d'un 

echantillon liquide. 

31. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 k 30, 

30 caracterise en ce que le moyen de desorption/ionisation est seiectioime parmi : 

o MALDI : desorption et ionisation au laser assiste par la presence d'une 

matrice 

o SELDI desorption et ionisation ameiiorees par une surface active 
o SIMS spectrometrie de masse k ions secondaires 
35 o SNMS spectrometrie de masse i neutres secondaires 

o ESI ionisation par nebulisation 
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o FAB bombardement d'atomes rapides 

o APCI ionisation chimique a pression atmosph^rique 

32. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 31, 
caracterise en ce que le moyen de mesure de la masse est s61ectioime parmi : 

5 o TOF : temps de vol 

o MS/MS: spectrometrie de masse en tandem, spectrom^trie de masse 

mnltidimensionnelle. 
o Quadrupole : quadrupole ou trappe a ion 

o FT-MS ou FT-ICR: spectrometrie de masse a transformee de Fourrier - 
10 caract6risation par resonance cyclotronique 

33. Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 
16 a 32 pour identifier des modifications intervenues dans une culture cellulaire k la suite 
d'une stimulation. 

34. Utilisation d'un dispositif selon Time quelconque des revendications 
15 16 a 32 pour 6tudier ['evolution dans le temps de la reponse d'une cellxile ou d'un 

ensemble de cellules a une stimulation. 
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Figure 6 
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Figure 7 
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